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(54) Title: TOPICAL USE OF CYTOKINES AND CHEMOKINES FOR THE TREATMENT OF VIRAL OR MYKOTIC SKIN 
DISEASES OR TUMORAL DISEASES 

(54) Bezeichnung: TOPIKALE VERWENDUNG VON CYTOKINEN UND CHEMOKINEN ZUR BEHANDLUNG VON VI- 
RALEN ODER MYKOTISCHEN HAUTERKRANKUNGEN ODER TUMORERKRANKUNGEN 

(57) Abstract: The invention relates to the use of at least one cytokine and/or chemokine in the production of a topically acting 
medicament for treating viral and/or mykotic skin diseases and/or tumoral diseases. 



(57) Zusammenfassung: Ein Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung mindestens eines Cytokines und/oder Chemokines zur 
^ Herstellung eines topikal wirkenden Arzneimittels zur Behandlung von viralen und/oder mykotischen Hauterkrankungen und/oder 
^ Tumorerkrankungen. 
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Topikale Verwendung von Cytokinen und Chemokinen zur Behandlung von 
viralen oder mykotischen Hauterkrankungen oder Tumorerkrankungen 



5 Die vorliegende Erfindung betrifft die topikale Verwendung mindestens eines 
Cytokins und/oder Chemokins zur Behandlung von viralen und/oder mykotischen 
Hauterkrankungen und/oder Tumorerkrankungen sowie eine topikal wirkende 
Arzneimittelformulierung und ihre Herstellung. 

10 Das Cytokin Granulozyten-Makrophagen-stimulierender Faktor (GM-CSF) wurde 
urspriinglich als Faktor isoliert, der das Wachstum von Makrophagen bzw. Gra- 
nulozyten-enthaltenden Kolonien stimulierte. GM-CSF ist notwendig fur das 
Wachstum und die Entwicklung von der Vorlauferzellen von Granulozyten und 
Makrophagen. Es stimuliert Myeloblasten und Monoblasten und initiiert die irre- 

15 versible Differenzierung dieser Zellen. Es unterstiitzt Erythropoietin (EPO) bei 
der Proliferation von Vorlauferzellen der Erythozyten und Megakaryozyten. Fer- 
ner ist GM-CSF in der Lage, Neutrophil anzulocken. Es verstarkt antimikrobielle 
Aktivitaten, oxidativen Metabolismus und phagozytotische Aktivitat von Neutro- 
philen und Makrophagen. Es verstarkt ebenso die Zytotoxizitat dieser Zellen. Da 

20 GM-CSF durch Zellen (T-Lymphozyten, Makrophagen im Gewebe, endotheUale 
Zellen, Mastzellen) produziert wird, die an Orten von entziindlichen Reaktionen 
prasent sind, ist davon auszugehen, dass GM-CSF ein wichtiger Mediator von 
entziiadlichen Reaktionen ist. 
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Ebenso ist die Funktion der Langerhans-Zellen der Haut durch GM-CSF beein- 
flusst Diese Zellen sind nicht in der Lage, eine primare Immunreaktion auszulS- 
sen. Gemeinsam mit DL4 werden sie jedoch durch GM-CSF in hochwixksame im- 
munstimulatorische dendritische Zellen umgewandelt. 

5 

GM-CSF wirkt synergistisch mit anderen Cytokinen, einschlieBlich den Interleu- 
kinen IL1, IL3, IL4 und Granidozyten-stimulierender Faktor (G-CSF). 

Klinisch wird GM-CSF eingesetzt zur physiologischen Rekonstituion der Hama- 
10 topoese fur alle Krankheiten die einhergehen mit einer unzureichenden Reifung 
von Blutzellen oder mit einer verringerten Produktion von Leukozyten. Die wohl 
bedeutendste klinische Anwendung findet GM-CSF bei der Behandlung der le- 
bensbedrohlichen Neutropenie nach Chemo- und/oder Strahlentherapie. GM-CSF 
kann ebenfalls eingesetzt werden, urn Chemotherapie-induzierte Cytopenien und 
15 Cytopenie-abhangige Pradispositionen fur Mektioiiserla^nkungen und Ha- 
morrhagien zu behandeln. In solchen Fallen wird GM-CSF gewohnlich in einer 
Dosierung von 5 bis 10 |ig/kg/Tag entweder durch 4 bis 6-stiindige intravenose 
Infusion oder durch subkutane Injektion verabreicht. 

20 Ferner wird GM-CSF bei zur Rekonstituierung des hamatopoetischen Systems 
nach autologen oder allogene Knochenmarkstransplantationen eingesetzt. Der 
therapeutische Effekt beruht hier nicht nur auf einer Verktirzung des Zeitraums 
einer absoluten Neutropenic, sondern ebenfalls auf signifikant weniger Infektio- 
nen, geringer intravenoser Antibiotika-Gabe und einer kiirzen HospitaUsierung 

25 der Patienten. 

Cytokine wie GM-CSF oder IL2, IL12, IL18, sowie die Interferone IFNy und 
IFNa werden derzeit in verschiedenen Indikationen auf den Gebieten von Tumo- 
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rerkrankungen eingesetzt bzw. getestet. So wird GM-CSF verscbiedentlich zur 
Stimulation des Imtnunsystems in Kombination mit Antigenen verwendet, bei- 
spielsweise in Form einer GM-CSF-exprimierenden TumorzeUe oder in Form 
einer vorherigen oder gleichzeitigen Gabe von peptidischen Antigenen, z.B. von 
5 Tumorantigenen abgeleitet sind. Diesen Therapieformen liegt zugrunde, dass GM- 
CSF als eine Art Adjuvans fur ein parallel verabreichtes Antigen fungiert (La- 
wson D, Kirkwood JM (2000) Granulocyte-macrophage colony-stimulating fac- 
tor: another cytokine with adjuvant therapeutic benefit in melanoma J Clin Oncol 
18(8):1603-5). 

10 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es folglich, weitere Anwendungen fur 
Cytokine zu finden. 

trberraschenderweise wurde nun gefunden, dass die topikale Anwendung von 
15 Cytokinen und/oder Chemokinen, wie beispielsweise GM-CSF, dazu geeignet ist, 
virale und/oder mykotische Hauterkrankungen sowie Tumorerkrankungen zu be- 
handeln. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit die Verwendung von mindestens einem 
20 Cytokin und/oder Chemokin zur Herstellung eines topikalen Arzneimittels zur 
Behandlung von viralen und/oder mykotischen Hauterkrankungen und/oder Tu- 
morerkrankungen. 

Aufgrund der beobachteten synergistischen Effekte zwischen unterschiedlichen 
25 Cytokinen und/oder Chemokinen ist es besonders vorteilhaft, wenn zwei, drei 
oder auch mehr als drei Cytokine und/oder Chemokine gleichzeitig oder zeitUch 
gestaffelt verarbeitet werden, wobei insbesondere drei, vor allem zwei Cytokine 
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und/oder Chemokine verwendet werden. Besonders bevorzugte Kombinationen 
sind GM-CSF, RANTES oder MIPlcc mit IL4, IL2, IL12; IFNy oder TNFa. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt das Arzneimittel keine im 
5 wesentlichen antigen-wirkenden Bestandteile, wie zum Beispiel Tumorantigene 
oder virale Antigene. Als antigen-wirkende Bestandteile werden Antigene oder 
Teile davon verstanden, die im Patienten eine Immunantwort auslosen konnen. 
Unter dem Begriff "im wesentlichen keine antigen-wirkenden Bestandteile" ver- 
steht man im Sinne der vorliegenden Erfindung so wenig antigenwirkende Be- 
10 standteile, dass eine die Behandlung gefahrdende Immunreaktion des Patienten im 
allgemeinen ausgeschlossen werden kann. 

Der Begriff „Cytokin" ist eine allgemeine Bezeichnung fur eine grofie Gruppe 
loslicher Proteine und Peptide, die als humorale Regulatoren vorzugsweise in 

15 nano- bis picomolaren Konzentrationen fungieren. Diese modulieren imter nor- 
malen oder pathologischen ZustSnden die funktionellen Aktivitaten von einzelnen 
Zellen oder Geweben. Ferner vermitteln sie direkt Interaktionen zwischen Zellen 
und regulieren Prozesse, die bevorzugt in der extrazellularen Umgebung ablaufen. 
„Chemokine" sind eine Untergruppe der Cytokine. Es sind kleinere Proteine, die 

20 u.a. chemotaktisch auf Zellen wirken. 

Unter den Begriff Cytokine fallt beispielsweise GM-CSF, G-CSF, IL1, IL2, EL3, 
IL4, IL5, IL6, IL7, IL8, IL9, IL10, IL11, EL 12, IL13, IL14, IL15, IL16, IL17, 
IL18, IL19, IL20, IL21, IL22, IFNct, IFNp, IFNy, Flt3 L, Flt3 sowie TNFa. Ein 
25 besonders bevorzugtes Cytokin ist GM-CSF. Unter den Begriff Chemokine fallt 
beispielsweise RANTES, MlPla, MIPip, MlPly, MIP18, MIP2, MIP2a, MIP2p, 
MIP3a, MIP3p, MIP4, MIPS, MCP1, MCPlp, MCP2, MCP3, MCP4, MCP5, 
MCP6, 6cykine, Dcckl sowie DCDF. Besonders bevorzugte Chemokine sind 
GM-CSF, RANTES sowie MlPla. (Zu den Cytokinen und Chemokinen: Cytoki- 
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nes Online Pathfinder Encyclopedia, Horst Ibelgauffef Hypertext Information 
Universe of Cytokines, Version 4.0, August 1999; Website: 
http://wwxopewithcytokines.de/cope.cgi). Ferner werden im Rahmen dieser 
Erfindung mutierte Varianten dieser Cytokine und Chemokine sowie Fusionspro- 

5 teine dieser Cytokine und Chemokine verstanden. Diese umfassen beispielsweise 
Punktmutationen, Insertionen, Deletionen sowie Fusionen mit anderen Polypepti- 
den, beispielsweise mit sogenannten Tags, beispielsweise His-Tag, GST-Tag, 
Myc-Tag, GFP-Tag, oder Fusionen mit funktionellen Domanen anderer Polypep- 
tide, beispielsweise mit Domanen von Immunglobulinen, anderen Cytokinen oder 

10 Chemokinen. 

Unter topischer Anwendung wird das auBerliche Auftragen des Wirkstoffes auf 
die Haut verstanden. Vorzugsweise liegt der Wirkstoff in Form einer Salbe, eines 
Gels, eines Pflasters oder einer anderen hautvertraglichen Formulierung vor. Vor- 
15 zugsweise wird der Wirkstoff lokal in dem Bereich appliziert, in dem eine Haut- 
veranderung und/oder -erkrankung vorliegt. 

Unter viralen Hauterkrankungen werden Hauterkrankungen verstanden, die von 
Viren ausgel6st bzw. verursacht und/oder mit Virusinfektionen assoziiert sind. 

20 Hierzu zahlen beispielsweise Hauterkrankungen wie zum Beispiel Hautwarzen, 
genitale Warzen, anogenitale Warzen oder Schleimhautwarzen (siehe Tabelle 1), 
die von mindestens einem Papilloma Virus, insbesondere humanen Papilloma 
Virus, wie zum Beispiel HPV1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 31, 32, 34, 36, 37, 38, 46, 47, 48, 49, 50, 

25 56 und 58 ausgelost werden. Des weiteren zahlen hierzu Erkrankungen, die durch 
mindestens ein Herpes Virus, insbesondere durch Herpes Simplex Virus 1, Herpes 
Simplex Virus 2, Humanes Herpes Virus (HHV) 1, HHV2, HHV3, HHV4, 
HHV7, HHV8 sowie Varicella Zoster, also Lippenherpes, Kaposi-Sarcom, Wind- 
pocken und/oder GQrtelrose, ausgelost werden. 
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Tabelle 1 



Tumor 


Ausldsende HPV-Typen 




Hautviruswarzen 




Verrucae plantares 


1,2,4 


Verrucae vulgares 


2,4 


Verrucae plane juveniles 


3,10 


Epidermodysplasia verruciformis 


5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19-29, 36- 
38, 46-50 




Anogenitale Warzen 




Condylomata acuminata 


6,11 


Condylomata plana 


6, 16,31 


bowenoide Papulose 


16 




Schleimhautwarzen 




Papillome an Larynx u. Mundschleimhaut 


6,11 


fokale epitheliale Hyperplasie 


13, 32 



Tumorerkrankungen, die mittels topikaler Application von beispielsweie GM-CSF 
behandelt werden konnen, sind Tumoren der Haut, beispielsweise Melanom oder 
5 akute Keratinosis, Neoplasien des Genital- und Analtraktes, wie zum Beispiel 
Cervical Intraepithelial Neoplasien, Anal Intraepithelial Neoplasien oder Penile 
Intraepithelial Neoplasien (siehe auch Tabelle 2). 
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TabeUe2 



Tumor 


Auslbsende EPV-Typen 




Maligne Tumoren 




Bowen-Krankheit 


selten 2, 16, 34 


Penis-, Anal- und Vulvakarzinom 


6, 16, 18 


Tumor 


Auslbsende HPV-Typen 






Zervixkarzinom 


16, 18 


Larynxkarzinom 


selten 16, 18, 30 


Zungenkarzinom 


selten 2, 16 



Unter mykotischen Hauterkrankungen werden Hauterkrankungen verstanden, die 
durch Pilzinfektionen hervorgerufen werden. Diese umfassen Erkrankungen der 
5 Haut, der Hautanhangsgebilde wie auch der Schleimhaute einschlieBlich der aufie- 
ren und inneren Genitale. Hierunter werden vor allem Dermatomykosen (siehe 
Tabelle 3) sowie andere Mykosen, die mykotische Hauterkrankungen verursachen 
konnen, verstanden (siehe Tabelle 4 und Tabelle 5). 



15 
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Tabelle 3 



Mykosen 

Wichtige Dermatomykosen 




Erreger 


Erkrankung 




Candida albicans 


Candidose der Haut u. Hautan- 
hangsgebilde 


Epidermophyton floccosum 


Tinea (T.) manuum et pedum, T. 
corporis, T. inguinalis, T. unguium 


Exophilia werneckii 


Tinea nigra 


Microsporum-Arten 


Mikrosporie 


Erreger 


Erkrankung 






Piedraia hortai 


Schwarze Piedra 


Malassezia furfur 


Pityriasis versicolor 


Scopulariopsis brevicaulis 


T. unguium 


Trichophyton mentagrophytes 
Trichophyton rubrum 
andere Trichophyton-Arten 


Trichophytie, T. manuum et pe- 
dum, T. corporis, T inguinalis, T. 
granulomatosa nodularis, T. un- 
guium 


Trichophyton schoenleinii 


Favus 


Trichophyton verrucosum 
Trichosporon cutaneum 


Tiefe Trichophytie, T. capitis, 
T. barae 
Weifie Piedra 
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Tabelle 4 



Mykosen 

Wichtige kutane und subkiitane (z. B. posttramiatisch entstandene) Mykosen 




Erreger 


Erkrankung 


Manifestation 




Cladosporium carrionii 


Chromoblastomykose 


Haut, Lymphsy- 
stem, Generali- 
sation moglich 


Phialophora compacta 


Phialophora dematitidis 


Phialophora pedrosoi 


Phialophora verrucosa 


Sporothrix schenckii 


Sporothrix-Mykose 


Erreger 


Erkrankung 


Manifestation 




Cephalosporium-Arten 


Eumyzetom 
(Mycetoma pedis) 


Haut, Lymphsy- 
stem, Skelettsy- 
stem 


Madurella grisea 


Madurella mycetomi 


Petriellidium boydii 



5 
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Tabelle 5 



Mykosen 

Wichtige Erreger von Systemmykosen imd ihre Manifestation 




Erreger 


Erkrankung 


Manifestation 




Opportunistische Erreger 






Aspergillus fiimigatus 


Aspergillus-Mykose 
Aspergillom | 


Atmungsorgane, 
Ohr, Generalisa- 
tion Ohr 


Aspergillus niger u.a. 




Ohr 




Erreger 


Erkrankung 


Manifestation 




Opportunistische Erreger 






Candida albicans 


Candida-Mykose 


Magen-Darm- 
Trakt, Atmungs- 
organe, ZNS, 
Generalisation 


Candida glabrata 


Candida guilliermondii 


Candida krusei 


Candida parapsilosis 


Candida pseudotropicalis 


Candida stellatoidea 


Candida tropicalis 


Cryptococcus neoformans 


Cryptococcus-Mykose 


Atmungsorgane, 
ZNS, Generali- 
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sation 


Rhizopus oryzae 


Mucor-Mykose 






Primar pathogene dimorphe Pilze 


Blastomyces dermatitidis 


Blastomyces-Mykose 


Atmungsorgane, 
Haut, Genitale, 
Generalisation 


Coccidioides immitis 


Coccidioides-Mykose 


Histoplasma capsulatum 


Histoplasma-Mykose 


Genitale, 

Lymphsystem, 

Generalisation 


Paracoccidioides brasiliensis 


Paracoccidiodies-Mykose 



Das Arzneimittel wird gemafi der vorliegenden Erfindung im allgemeinen da- 
durch hergestellt, dass mindestens ein Cytokin und/oder Chemokin mit minde- 
stens einem geeigneten Zusatz- und/oder Hilfsstoff in Kontakt gebracht wird, bei- 

5 spielsweise durch vermischen oder auflosen. Die vorliegende Erfindung betrifft 
daher auch ein Verfahren zur Herstellung eines topikal wirkenden Arzneimittels 
bei dem mindestens ein Cytokin und/oder Chemokin mit mindestens einem Hilfs- 
stoff, insbesondere mit humanem Serumalbumin, CpG oder oxidiertem 
Glutathion, in Kontakt gebracht wird. Das Cytokin und/oder Chemokin wird vor- 

10 zugsweise gentechnisch, nach dem Fachmann bekannten Verfahren, hergestellt. 

So kann beispielsweise ein entsprechendes Expressionskonstrukt fur die gentech- 
nische Herstellung des Cytokins und/oder Chemokins verwendet werden, enthal- 
tend eine fur das Cytokin und/oder Chemokin kodierende Nukleinsaure sowie 
15 einen geeigneten Promoter fur die Expression in vorzugsweise Bakterien, z.B. E. 
coli, oder in eukaryotischen Zellen, wie zum Beispiel in Hefen, z.B. S. cerevisiae 
oder S. pombe oder Pichia pastoris, oder in hoheren eukaryotischen Zellen, wie 
zum Beispiel in Insektenzellen oder humanen Zellen, AnschlieBend kann das 
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Cytokin und/oder Chemokin unter nativen oder nicht-nativen Bedingung nach 
dem Fachmaan bekannten Methoden gereinigt werden. 

Die Herstellung von Arzneimitteln mit einem Gehalt an mindestens einem Cyto- 
kin und/oder Chemokin bzw. deren Einsatz bei der erfindungsgemaBen Verwen- 

5 dung erfolgt in iiblicher Weise anhand gelaufiger pharmazeutisch-technologischer 
Verfahren. Dazu werden die Wirkstoffe bevorzugt zusammen mit geeigneten, 
pharmazeutisch annehmbaren Hilfs- und Tragerstoffen zu den fur die verschiede- 
nen Indikationen und Applikationsorte geeigneten Arzneiformen verarbeitet. Da- 
bei konnen die Arzneimittel in der Weise hergestellt werden, dass die jeweils er- 

10 wunschte Freisetzungsrate, z.B. eine rasche Anflutung und/oder ein Retard- bzw. 
Depoteffekt, erzielt wird. 

Zur herkommlichen Applikation auf der Haut oder Schleimhaut lassen sich zum 
Beispiel libliche Emulsionen, Gele, Salben, Cremes der mischphasigen bzw. am- 
is phiphilen Emulsionssysteme (Ol/Wasser-Wasser/0l-Mischphase) sowie Liposo- 
men und Transfersomen oder Pflaster, bevorzugt Salben und Cremes, besonders 
bevorzugt eine Salbe anfilhren. Vorzugsweise wird der Wirkstoff lokal in dem 
Bereich appliziert, in dem eine Haut- bzw. Schleimhautveranderung und/oder - 
erkrankung vorliegt. 

20 

Als weitere topisch applizierbare Formen lassen sich auch Pasten, Puder oder L6- 
sungen herstellen. Die Pasten enthalten als konsistenzgebende Grundlagen oft 
hydrophobe und hydrophile Hilfsstoffe, bevorzugt jedoch hydrophobe Hilfsstoffe 
mit sehr hohem Feststoffanteil. Die Puder oder topisch applizierbare Pulver kon- 
25 nen zur Erhohung der Dispersitat sowie des FlieB- und Gleitvermogens sowie zur 
Verhinderung von Agglomeraten, z.B. Starkearten, wie Weizen- oder Reisstarke, 
flammendisperses Siliziumdioxid oder Kieselerden, die auch als Verdiinnungs- 
mittel dienen, enthalten. 
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Als topisch, lokal oder regional verabreichbare Arzneimittel kommen neben den 
bekannten Anwendungen auf der Haut und/oder Schleimhaut als spezielle Zube- 
reitungen vorzugsweise die folgenden in Betracht: genital, vaginal oder rektal, 
insbesondere genital und vaginal applizierbare Emulsionen, Cremes, Salben, 
5 Schaumtabletten oder Suppositorien. Auf der Grundlage von Gelatine oder ande- 
ren Tragerstoffen lassen sich auch Rektalkapseln bereitstellen. Als Suppositorien- 
grundlagen kommen z.B. Hartfette, wie z.B. Witepsol®, Massa Estarium®, No- 
vata®, Kokosfett, Glycerin/Gelatine-Massen, Glycerin/Seifen-Gele und Polye- 
thylenglykole in Betracht 

10 

Die jeweils geeigneten Arzneiformen lassen sich in Einklang mit dem Fachmann 
bekannten Rezepturvorschriften und Verfahrensweisen auf der Basis pharmazeu- 
tisch-physikalischer Grundlagen herstellen. 

15 Als Hilfs- bzw. Tragerstoffe eignen sich beispielsweise Natriumalginat als Gel- 
bildner zur Herstellung einer geeigneten Grundlage oder Cellulosederivate, wie 
z.B. Guar- oder Xanthangummi, anorganische Gelbildner, wie z.B. Aluminium- 
hydroxide oder Bentonite (sog. thixotrope Gelbildner), Polyacrylsaurederivate, 
wie z.B. Carbopol®, Polyvinylpyrrolidone mikrokristalline Cellulose oder Car- 

20 boxymethylcellulose. Weiterhin kommen amphiphile nieder- und hohermolekula- 
re Verbindungen sowie Phospholipide in Betracht. Die Gele konnen entweder als 
Hydrogele auf Wasserbasis oder als hydrophobe Organogele, beispielsweise auf 
Basis von Gemischen nieder- und hochmolekularer Parajffinkohlenwasserstoffe 
und Vaseline vorliegen. Die hydrophilen Organogele konnen beispielsweise auf 

25 Basis hochmolekularer Polyethylenglykole zubereitet werden. Diese gelartigen 
Formen sind abwaschbar. Unter den Organogelen sind die hydrophoben Organo- 
gele jedoch bevorzugt. Besonders bevorzugt sind hydrophobe Hilfsstoffe- und 
Zusatzstoffe wie Petrolatum, Wachs, Oleylalkohol, Propylenglykolmonostearat 
und Propylenglykolmonopalmitostearat. Des weiteren konnen Farbstoffe bei- 
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spielsweise gelbes und/oder rotes Eisenoxid und/oder Titandioxid zur farblichen 
Anpassung hinzugegeben werden. 

Als Emulgatoren lassen sich beispielsweise anionische, kationische oder neutrale 
Tenside, beispielsweise Alkaliseifen, Metallseifen, Aminseifen, sulfurierte und 
5 sulfonierte Verbindungen, Invertseifen, hohe Fettalkohole, Partialfettsaureester 
des Sorbitants und Polyoxyethylensorbitans, z.B. Lanette-Typen, Wollwachs, La- 
nolin oder andere synthetische Produkte zur Herstellung der OlAVasser- und/oder 
Wasser/Ol-Emulsionen einsetzen. Geeignete Hilfsstoffe sind ferner beispielsweise 
inonisch oder anionische Detergentien, wie z.B. Triton-X-100, Tween, Natrium- 
10 desoxycholat, aber auch Polyole, wie z.B. Polyethylengrykol oder Glycerin, Zuk- 
ker, z.B. Saccharose oder Glukose, Lipopolysaccharide, zwitterionische Verbin- 
dungen, wie z.B. Aminosauren wie Glycin oder insbesondere Taurin oder Betain, 
oder Lipide. 

15 Als Lipide in Form fett- und/oder ol- und/oder wachsartiger Komponenten zur 
Herstellung der Salben, Cremes oder Emulsionen konnen Vaseline, natiirliche 
oder synthetische Wachse, Fettsauren, Fettalkohole, Fettsaureester, z.B. als Mono- 
, Di- oder Triglyceride, Paraffinol oder vegetabilische Ole, gehartetes Rizinusol 
oder Kokosol, Schweinefett, synthetische Fette, z.B. auf Caprryl-, Caprin-, Lau- 

20 rin- und Stearinsaurebasis wie z.B. Softisan® oder Triglyceridgemische wie 
Miglyol® eingesetzt werden. 

Zur Einstellung des pH-Wertes der Formulierung konnen beispielsweise geeigne- 
ten organischen oder anorganischen Puffer, osmotisch wirksame Sauren und Lau- 
25 gen, z.B. Salzsaure, ZitronensSure, Natronlauge, Kalilauge, Natrium- 
hydrogencarbonat, ferner Puffersysteme, wie z.B. Citrat, Phosphat-Puffer, Tris- 
Puffer (Tris(hydroxymethyl)-aniinoinethan, HEPES-Puffer ([4-(2-Hydroxyethyl)- 
piperazinoj-ethansulfonsaure), MOPS-Puffer (3-Morpholino-l- 
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propansulfonsaure) oder Triethanolamin verwendet werden. Die Auswahl des 
Puffers richtet sich im allgemeinen nach der gewiinschten Puffermolaritat. 

Zur Erhdhung der Stabilitat konnen ferner Konservierungsmittel, wie beispiels- 
5 weise Methyl- oder Propylbenzoat (Parabene), Sorbinsaure, Proteine, z.B. bo- 
vines, humanes oder synthetisches Serumalbumin, und/oder Proteaseinhibitoren, 
wie z.B. Aprotinin, s-Aminocarponsaure, Pepstatin A, EDTA oder EGTA, hinzu- 
gesetzt werden. 

10 Hilfstoffe konnen ferner Penetrationsverstarker, beispielsweise hydrophobe Ester 
wie Isopropyllaureat, Isopropylmyristat, Isopropylpalmitat, Isopropylstearat, 
Ethylmyristat, Propylmyristat, Butylmyristat und/oder Ethyloleat, insbesondere 
Isopropylmyristat sein. Unter dem Begriff „hydrophob" wird dabei eine Verbin- 
dung verstanden, deren Loslichkeit in Wasser maximal ca. 0,2 mg/ml, insbesonde- 

15 re maximal ca. 0,1 mg/ml betragt. 

Weitere geeignete Hilfsstoffe sind Adjuvantien, die die immunogene (sensibilisie- 
rende) Wirkung eines Antigens verstarken. Hierzu ist anzumerken, dass das Anti- 
gen, gegen das eine immunogene Wirkung erzielt werden soil, insbesondere ein 

20 virales, mykotisches und/oder Tumor-spezifisches Antigen ist, das in der Haut am 
Krankheitsherd exprimiert wird. Geeignete Adjuvantien sind insbesondere Adju- 
vantien, die eine Aktivierung der Toll-like-receptors bewirken, beispielsweise 
Adjuvantien wie CpG Oligonukleotide (Chen Y et al. (2001) Int. Immunol. 13, 
1013-20), Lipopolysaccharide (Alexander C und Rietschel ET (2001) J. Endoto- 

25 xin Res. 7, 3, 167-202), Bacillus Calmette-Guerin Zellwandgerust (Matsumoto M 
et al (2001) Int. Immunophannacol. 1, 8, 1559-69) sowie Superantigene (Osanto S 
et al (2001) Infect Immun. 69, 1 1, 6633-42) und Agenzien, die die Signalwirkung 
von CTLA-4 inhibieren (WO 00/32231, WO 97/20574). Andere geeignete Adju- 
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vantien sind z.B. Freundsches Adjuvans, Aluminium Hydroxid, oxidiertes 
Glutathion, doppelstrangige RNA oder Iscom. 

Bevorzugt als Hilfsstoffe sind ferner Substanzen, die eine lokale Hautxeizung be- 
5 wirken, da dadurch die Wirkung von Cytokinen und/oder Chemokinen gesteigert 
wird. Hierzu zahlt zum Beispiel DMSO. 

Das Arzneimittel kann gemaJJ der vorliegenden Erfindung auch als Formulie- 
rung,enthaltend mindestens ein Cytokin und/oder Chemokin und eine Puffer- oder 
10 Salzlosung und/oder eine Salbengrundlage sowie gegebenenfalls mindestens ei- 
nen geeigneten Zusatz- und /oder Hilfsstoff vorliegen. 

Unter dem Begriff Formulierung versteht man eine Zusammensetzung in Form 
einer Losung oder einer Suspension der genannten Cytokine und/oder Chemokine, 
15 wobei es sich dabei um eine im wesentlichen homogene Formulierung handelt, 
bei der auch bei langerer Lagerung bei ca. 4°C keine Sedimentation von Inhalts- 
stoflfen beobachtet werden kann. 

Besonders bevorzugt ist eine Formulierung, bei der das bzw. die enthaltene(n) 
20 Cytokm(o) und/oder Chemokin(e) nativ bzw. aktiv bleibt. Die Aktivitat der Pro- 
teine ist fur jedes einzelne Protein in einem entsprechenden Aktivitatstest nach- 
weisbar. 

Das Salz als beispielhafter Bestandteil einer Formulierung ist im allgemeinen ein 
25 Alkali- oder Erdalkalisalz, vorzugsweise ein Halogenid oder Phosphat, insbeson- 
dere ein Alkalihalogenid, vor allem NaCl und/oder KC1. Die Verwendung von 
NaCl ist besonders bevorzugt. 
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Bevorzugte Salbengrundlagen sind zum Beispiel Wasser-m-Ol-Salben, beispiels- 
weise eine Wollwachsalkoholsalbe, bestehend aus Cetylstearylalkohol, Woll- 
wachsalkohol und Vaseline oder Ol-in-Wasser-Salben (hydropbile Salben), bei- 
spielsweise bestehend aus emulgierendem Cetylstearylalkohol, Paraffinol subli- 
5 quidum und Vaseline. 

Besonders bevorzugt ist die Anwendung einer zuvor beschriebenen Formulierung 
in Verbindung mit einem Mittel fur eine Occlusion, d.h. dass die nach Auflragen 
der Formulierung auf die Haut, Schleimhaut und Hautanhangsorgane die behan- 
10 delte Stelle abgedeckt wird. Dies kann beispielsweise durch eine Wundabdeckung 
in Form eines Pflasters oder Spruhverbands erfolgen. 

Somit ist ein weiterer Gegenstand der vorUegenden Erfindung ein Behandlungskit 
enthaltend mindestens ein Cytokin und/oder Chemokin sowie ein Occlusionsmit- 
15 tel. 

Die Figuren und die folgenden Beispiele sollen die Erfindung und femer bevor- 
zugte Ausfuhrungsformen und Merkmale der Erfindung naher erlautem, ohne sie 
zu beschranken. 

20 

Beschreibung der Figuren 

Fig. 1 zeigt die graphische Auswertung eines Hautpenetrationsexperiments von 3 
GM-CSF-Formulierungen in einer DurchfluB-Difrusionszelle. Die Verteilung des 
25 aufgetragenen [ 125 I]-GM-CSF (in % der Gesamtaktivitat) in der Rezeptorfussig- 
keit (Permeation), in der Haut und in den Salbenriickstanden nach 36 h ist aufge- 
tragen gegen die Formulierung. 
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Fig. 2 zeigt die graphische Auswertung eines Stabilitatsexperiments von den 
Formulierungen 43600 und 43400 im Vergleich zu GM-CSF zum Zeitpunkt 0 und 
nach Inkubation fur 7 Tage bei 40°C, bei dem eine konstante Menge DMSO- 
Salbenextrakt mit ansteigenden Mengen an GM-CSF versetzt wurde (X-Achse, 
5 logarithmisch in % fur Salbenextrakte enthaltend GM-CSF sowie in Units/ml fur 
zugesetztes GM-CSF) und die Aktivierung von Monozyten an deren CDla- 
Expression gemessen wurde (Y -Achse). 

Fig. 3 zeigt die graphische Auswertung eines Stabilitatsexperiments der Formulie- 
10 rung 10101 zum Zeitpunkt 0 und nach Inkubation fur 7 Tage bei 40°C, bei dem 
eine konstante Menge DMSO-Salbenextrakt mit ansteigenden Mengen an GM- 
CSF versetzt wurde (X-Achse 5 logarithmisch in %) und die Aktivierung von Mo- 
nozyten an deren CD la-Expression gemessen wurde (Y-Achse). 

15 Beispiel: 1 GM-CSF enthaltende Formulierungen 

1. Beschreibung der Formulierungen 

Es wurden folgende FormulierungsansStze mit je 100 ng/g humanem rekombi- 
20 nantem GM-CSF (Leucomax 400 von Sandoz AG, Basel, Schweiz) hergestellt: 



25 
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Tabelle 6 



Name 


Typ 


Inhaltsstoffe 








43400 


w/o 


Wollwachsalkoholsalbe: 

- Cetylstearylalkohol (0,5%) 

- Wollwachsalkohol (6%) 

- Vaseline weifi (93,5%): 

75to .Leucomax huu ^— numanes uM , vsr j i / u /o 
Glycerin 400 ug/g: 25% 


43500 


w/o + 
DMSO 


Wollwachsalkoholsalbe: 

- Cetylstearylalkohol (0,5%) 

- Wollwachsalkohol (6%) 

- Vaseline weifi (93,5%): 

75% Leucomax 400 in DMSO 400 ug/g: 25% 


43600 


o/w 


Hydrophile Salbe: 

- Emulgierender Cetylstearylalkohol (30%) 

- Paraffinol subliquidum (35%) 

- Vaseline weifi (35%): 

75% Leucomax 400 in 70% Glycerin 400 ug/g:25% 

wurde alternativ auch mit 100, 50, oder 10 ug/g muri- 
nem GM-CSF gefertigt 


10101 


PEG 


Polyethylenglykolsalbe 

- Polyethylenglykol 300 (100 g) 

- Polyethylenglykol 1500 (100 g) 



w/o = Wasser in 01; o/w = 01 in Wasser 



Herstellung der Salben: 

5 Alle Salben wurden unter aseptischen Bedingungen (Laminar flow, sterile Hand- 
schuhe, Mundschutz etc.) hergestellt 

20 g der Salbe mit der Bezeichnung 43400 wurden wie folgt hergestellt: 
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Zunachst wurde zur Herstellung der Wollwachsalkoholsalbe lg Cetylstearylalko- 
hol, 12 g Wollwachsalkohol sowie 187 g Vaseline weiB in ein Becherglas einge- 
wogen und bei 70°C aufgeschmolzen und unter standigem Rilhren auf Raumtem- 
peratur abgekiihlt. Es wurde Leucomax 400 in 1 g Glycerinlosung 70% gelSst (5 
5 GefaBe a 400 \igfg = 2000 |ig/5g). 15 g Wollwachsalkoholsalbe wurden in Reib- 
schale vorgelegt, 5 g Leucomax / Glycerin-Losung 400^g/g zugegeben und ho- 
mogen eingeriihrt. Die Salbe wurde jeweils zu 1 g in GefaBe abgefiillt 

20 g der Salbe mit der Bezeichnung 43500 wurden wie folgt hergestellt: 

10 Zunachst wurde zur Herstellung der Wollwachsalkoholsalbe lg Cetylstearylalko- 
hol, 12 g Wollwachsalkohol sowie 187 g Vaseline weiB in ein Becherglas einge- 
wogen und bei 70°C aufgeschmolzen und unter standigem Ruhren auf Raumtem- 
peratur abgekiihlt Es wurde Leucomax 400 in 1 g Dimethylsulfoxid reinst 
(DMSO) gelost (5 GefaBe a 400 fig/g = 2000 \ig/5g). 15 g Wollwachsalkoholsalbe 

15 wurde in Reibschale vorgelegt, 5 g Leucomax / DMSO-Losung 400 ng/g zugege- 
ben und homogen eingeriihrt. Die Salbe wurde jeweils zu 1 g in GefaBe abgefiillt. 

20 g der Salbe mit der Bezeichnung 34600 wurden wie folgt hergestellt: 

Zunachst wurden 70 g Vaseline weiB, 70 g Paraffinol subl. und 60 g Emulgierder 
20 Cetylstearylalkohol in einem Becherglas eingewogen, bei 70°C aufgeschmolzen 
und anschliefiend bei standigem Rtihren auf Raumterperatur abgekiihlt. Es wurde 
Leucomax 400 in 1 g Glycerinlosung 70% gelost (5 GefaBe a 400 \igfg = 2000 
Hg/5g). Von der hydrophilen Salbe wurden 15 g in eine Reibschale vorgelegt, die 
Leucomax / Glycerin Losung 400 jig/g zugegeben und homogen eingeriihrt. Die 
25 Salbe wurde jeweils zu 1 g in GefaBe abgefiillt. 
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20 g der Salbe mit der Bezeichnung 10101 wurden wie folgt hergestellt: 

Zunachst wurden 100 g Polyethylenglykol 300 und 100 g Polyenthylenglykol 
1500 bei 60 bis 70°C unter Riihren geschmolzen und bis zum Erkalten geriihrt. Es 
wurde Leucomax 400 in 1 g Glycerinlosung 70% gelost (5 GefaBe a 400 ng/g = 
5 2000 p.g/5g). Von dem Polyethylenglykolgemisch wurden 15 g in eine Reibschale 
vorgelegt, die Leucomax / Glycerin Losung 400 |ig/g zugegeben und homogen 
eingeriihrt. Die Salbe wurde jeweils zu 1 g in GefaBe abgefullt. 

2. Herstellung 125 I-markiertes humanes GM-CSF-enthaltender Formulierungen 

10 

l25 I-markiertes humanes GM-CSF (NEN Life Sciences, Koln, Deutschland, 125 I- 
PACAP27, NEX294, Lot-Nummer GCB1500) wurde kalibriert. Die spezifische 
Aktivitat betrug bei Beginn des Experiments 5,2 \id (192,4 kBq). Das Protein 
wurde in lyophilisierter Form bezogen und in 70 ^1 aqua dest Aufgenommen (die 
15 Aufhahme in 35 \i\ fuhrte nicht zu einer homogene Losung). Die resultierende 
spezifische Aktivitat der Losung betrug 0,074 ^iCi/^1 (2,75 kBq/^1). 



Ca. 260 mg der drei verschiedenen GM-CSF-Forumulierungen wurden in eine 48- 
Well Zellkulturschale transferriert. 15 \il 125 I-markiertes GM-CSF wurden zuge- 

20 geben und bei Raumtemperatur mittels eines Spatels nrit der Formulierung ver- 
mischt. Zwischen 3 und 5 mg des Gemisches wurden in ein SzintilationsgefaB 
transferriert und 2 ml Packard Microscint-20 wurden hinzugegeben. Die Proben 
wurden fur mehrere Minuten auf 60°C erhitzt und erneut gemischt. AnschlieBend 
wurden sie in einem Szintillationszahler gemessen (siehe Tabelle 7). Die ver- 

25 mischten Formulierungen wurden in Eppendorf ReaktionsgefRBe transferriert und 
bei 4°C gelagert. 
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Als Kontrolle wurden 2 |il der 12S I-GM-CSF Losung (0,074 nCi/^l, 2,75 kBq/jil) 
unmittelbar in 2 ml Packard Microscint-20 gemessen. 



Tabelle 7 



For- 
rau lie- 
rung 


Gewicht 


zugegeben 


gemessen 


cpm/mg 


% der theror. 
Akt 




US I-GM- 
CSF/ul 


Bq/mg 


mg 


cpm 




43400 


263 mg 


15 


157 


5 
4 


7,372 
6,415 


1,474 
1,603 


15,6 
17,0 


43500 


254 mg 


15 


162 


4 
3 


5,778 
5,119 


1,444 
1,706 


14,8 
17,6 


43600 


280 mg 


15 


147 


4 
3 


4,303 
3,140 


1,075 
1,046 


12„2 
11,8 


Kon- 
trolle 




2 






76,890 




23,0 



5 



Anhand der Kontrolle ist erkennbar, dass mittels dieser Methode lediglich 23 % 
der theoretisch zu erwartenden Aktivitat messbar sind. 

Diese Versuchsreihe macht deutlich, dass wassrig gelostes GM-CSF (hier vorlie- 
10 gend als 125 I-markiertes GM-CSF) in alle drei Formulierungen eingebracht wer- 
den konnte. Es gelingt, 125 I-GM-CSF homogen in die beschriebenen Formulierun- 
gen einzubringen, was daran erkennbar ist, dass die Paralleanalysen der einzelnen 
Formulierungen lediglich geringe Abweichungen aufweisen. In den unterschiedli- 
chen Formulierungen konnten zwischen 1 1,8 und 17,6 % der urspriinglich theore- 
15 tisch zugegebenen Menge an GM-CSF nachgewiesen werden, wobei die system- 
bedingt maximal nachweisbare Menge bei 23% liegt 
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Beispiel 2: Hautpenetration verschiedener GM-CSF Formulierungen 

Die Hautpenetration verschiedener GM-CSF Formulierungen wurde anhand eines 
in vitro Hautpenetrationsassays gemessen (siehe zum Beispiel: Bronaugh RL et 
5 al, (1982) Toxicol Appl Pharmacol 15;62(3): 481-488; Bronaugh RL, (2000) Ann 
N Y Acad Sci 919: 188-191). 

Hautproben von weiblicher abdominaler Herkunft aus kosmetischen Operationen 
wurden verwendet. Hautscheiben (450 |im) wurde mittels eines Dermatoms pra- 

10 pariert, die das Stratum corneum, die Epidermis und Teil der Dermis enthielt Es 
wurden Hautscheiben mit einem Durchmesser von 10 mm ausgestanzt und in ei- 
ner Diffusionszelle eingesetzL Die Hautstiicke wurden zwischen Mikroskop- 
Objekttragern bei unter <-15°C eingefroren. Die Dicke der Hautscheiben wurde 
zwischen den Objekttragem-Aufhangungen gemessen. Da die Membranherstel- 

15 lung mit einer Beschadigung der Haut einhergehen konnte, wurde die Integritat 
der Hautmembran mikroskopisch uberpriift, bevor diese in die Diffusionszellen 
eingepasst wurden. 

Als Diffusionszelle wurde die Diffusionszelle von BSL BIOSERVICE, Planegg, 
20 Deutschland, verwendet. Diese ist mit einem PTFE-Donor und -Akzeptor fur die 
Durchflussdiffiision fur horizontal Exposition der Hautoberflache ausgelegt. Die 
Flache der Hautexposition betragt 19,63 mm 2 . Die Temperatur der Diffusionszel- 
len wurden konstant gehalten. Eine Multikanal-Peristaltikpiimpe wurde mit dem 
Rezeptorteil der Diffusionszelle verbunden und ein programierbarer Fraktions- 
25 sammler wurde fiir die Sammlung der Proben eingesetzt. 

Die gefrorene Haut wurde mit PBS gewaschen und auf den Akzeptorteil plaziert. 
Die Diffusionszelle wurde mit dem Rezeptorteil geschlossen und mit entgaster 
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Akzeptorflussigkeit (Physiologischer Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (RT, 
pH 7,5 ± 0,3), erganzt mit 0,1% BSA und 50 jig/ml Gentamycin; entgast) in hori- 
zontaler Position fur mindestens 1 h equilibriert (Einstellung von Flussrate und 
Temperatur auf 0,6 ml/h und 32±1°C). AnschlieBend wurde eine definierte Menge 

5 der unter Beispiel 1.2 genannten 125 I-markierten GM-CSF-Formulierungen mittels 
Spatels auf die Hautoberflache aufgebracht Die Sammlung der Akzeptorflussig- 
keit wurde fair 36 gestartet, wobei alle 6 h das AuffanggefaB gewechselt wurde. 
Am Ende der Messreihe wurde die verbliebene Salbe von der Donorseite mit ei- 
nem Wattestabchen abgewischt. Nach dem Abbau der Diffusionszelle wurde die 

10 Hautmembran erneut mit einem Wattestabchen abgewischt und die gesamten ver- 
bliebenen, nicht penetrierten Salbenreste wurde in einem SzintillationsgefaB ge- 
sammelt 

200 \x\ jeder gesammelten Fraktion wurden mit 2 ml Szintillationsfliissigkeit 
15 (Microscint™20, Canberra Packard, Dreieich, Deutschland) vermischt. Die ge- 
sammelte, nicht penetrierten Salbenreste wurden mit 4 ml Szintillationsfliissigkeit 
vermischt und in einem Ultraschall-Wasserbad bei 60°C fur mindestens 30 min 
inkubiert. Die exponierten Hautscheiben wurden mit 500 \xl Gewebeaufloser (Sol- 
vable™, Packerd) fur mindestens 3 h bei 50°C inkubiert. Nach Abkuhlung auf 
20 Raumtemperatur wurden 50 \il der aufgelosten Haut zu 4 ml SzintiUationsflussig- 
keit gegeben. Die RadioaktivitSt all dieser Proben wurde in einem SzintiUations- 
zahler gemessen (in cpm) und die Verteiiung des [ i25 I]-GM-CSF in der Haut, aus- 
gedriickt als Aktivitat (nCi), in den nicht-penetrierten Salbenresten wie auch in 
der Akzeptorflussigkeit nach der Formel 

25 

Aktivitat [nCi] = cpm x Verdunnungsfaktor x Quenchfaktor /60/37 
bestimmt. P-Werte wurden nach dem unpaired t-test berechnet. 
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In dem beschriebenen Experiment konnte nachgewiesen werden, dass innerhalb 
von 36 h zwischen 1,4 und 3,7% des aufgetragenen [ 125 I]-GM-CSF durch die ex- 
ponierten Hautschichten in die Akzeptorfliissigkeit durchdrangen. Dabei zeigte 
die Formulierung 43600 die niedrigste, 43400 bingegen die hochste Permeation. 
Nach VersuchsabscbluB wurden in der Haut 2,6% (43400), 2,2 % (43500) und 
3,5% (45600) der aufgetragenen [ 125 I]-GM-CSF-Menge nachgewiesen. Geht man 
davon aus, dass sowohl das in der Haut als auch das durch die Haut hindurchge- 
wanderte GM-CSF therapeutisch wirksam ist, so sind fur die FormuUerung 43400 
>6%, ftir 43500 <5% und fur 43600 <4% des aufgetragenen GM-CSF wirksam. 



Beispiel 3: StabUitat verscbiedener GM-CSF Formulierungen 

Urn die StabUitat verscbiedener GM-CSF Formulierungen zu testen, wurden ca. 

15 10 mg der unter Beispiel 1.1 genannten Formulierungen steril eingewogen und fur 
7 Tage bei 40°C inkubiert. AnscblieBend wurden die Proben mit 5 pi DMSO/mg 
Creme versetzt, um das in der Creme entbaltene GM-CSF zu extrahieren. Die 
Proben wurden griindlich vermischt (Vortex) und ca. 2h bei RT inkubiert, wobei 
ca. alle 30 min nochmals per Vortex gemischt wurde. Die Proben wurden kurz 

20 abzentrifugiert und bis zur weiteren Bearbeitung bei 4°C gelagert. 

Es wurden Monozyten nach bekannten Methoden isoliert (siehe z.B. Current 
Protocols in Immunology, Editors Coligan JE et al. 1999, Seiten 7.32.1-4). Diese 
wurden in Medium (RPMI - Gibco, Paisley, Schottland - mit 5%FCS) aufgenom- 
25 men, so dass eine Konzentration von 175000-220000 Zellen pro 500 ul vorlag. 
Humanes rekombinantes IL4 doppeltkonzentriert (Pharmingen, Heidelberg, 
Deutschland) hinzugeben (Endkonz. 500 Units/ml). 
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Die extrahierten Salbenproben wurden auf RT equilibriet, nach 30 min griindlich 
per Vortex gemischt und kurz abzentrifiigiert. 

In je ein Well einer 48-well Platte wurden zunachst jeweils 1 ml Medium (RPMI 
5 mit 5%FCS) vorgelegt und anschlieflend 2,5 ^1 der Cremeextrakte oder - als 
Kontrolle - 0,5 |al humanes rekombinantes GM-CSF (entspricht 0,25 % Extrakt 
bzw. 500 Units GM-CSF) zugegeben. Von jedem dieser Ausgangsansatze wurden 
Verdunnungsreihen angesetzt, indem in Wells mit je 500 |il vorgelegtem Medium 
jeweils 500 \x\ des jeweils holier konzentrierten Ansatzes zupipettiert wurden. 
10 Diese Verdunnungsreihe sah somit wie in Tabelle 8 dargestellt aus. 



Tabelle 8 





Extrakt /% 


GM-CSF /Units 


Ausgangsansatz: 


0,25 


500 


1. Verdiinnung: 


0,125 


125 


2. Verdunnung: 


0,06 


60 


3. Verdiinnung: 


0,03 


30 


4. Verdiinnung: 


0,015 


15 


5. Verdiinnung: 


0,0075 


7,5 


6. Verdunnung: 


0,0037 


3,75 



Anschliefiend wurden in jedes Well 500 \xl der Monozyten-Suspension zugege- 
15 ben. Die Platten wurde fur 7 Tage bei 37°C inkubiert, die Zellen geerntet und mit 
Maus-anti-Human CDla (1:50, Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) und anti- 
Maus IgG FITC (3/50, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) gefarbt. AbschlieBend 
wurden die Zellen in einem FACS (FACS Calibur, Fa. Beckton Dickenson, Ham- 
burg, Deutschland) hinsichtlich ihrer CDla-Immunfarbung analysiert. 
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Als Positivkontrolle diente ein Ansatz aus 500 nl Medium mit 2,5 ul humanem 
rekombinanten GM-CSF, als Negativkontrolle ohne GM-CSF. 

5 In den Stabilitatsexperimenten konnte gezeigt werden, dass die Formulierung 
43600 nach 7 Tagen bei 40°C deutlich mehr GM-CSF Aktivitat besitzt als die 
Fonnulierung 43400 (siehe Fig. 2). Auch die Formulierung 10101 besitzt nach der 
Inkubationszeit kaum noch GM-CSF Aktivitat (siehe Fig. 3). 
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Patentanspruche 



5 L Verwendung mindestens eines Cytokines und/oder Chemokines zur 
Herstellung eines topikal wirkenden Arzneimittels zur Behandlung von 
viralen und/oder mykotischen Hauterkrankungen und/oder 
Tumorerkrankungen. 



10 2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Arzneimittel mehr als drei, insbesondere drei, vorzugsweise zwei Cytokine 
und/oder Chemokine enthalt 



3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das 
15 Arzneimittel im wesentlichen keine antigen-wirkenden Bestandteile enthalt. 

4. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Cytokin und/oder Chemokin GM-CSF, G-CSF, IL1, IL2, IL3, IL4, 
IL5, IL6, IL7, IL8, IL9, IL10, IL11, IL12, IL13, IL14, EL15, JL16 9 IL17, 

20 IL18, IL19, IL20, EL21, IL22, IFNoc, IFNp, IFNy, Flt3 L, Fit3, RANTES, 

MlPla, MDDPlp, MPly, MIP18, MIP2, MIP2a, MIP2p, MIP3a, M0DP3p, 
MIP4, MIPS, MCP1 5 MCPip, MCP2, MCP3, MCP4, MCP5, MCP6, 
6cykine, Dcckl und/oder DCDF, insbesondere GM-CSF, RANTES 
und/oder MIP la ist 

25 



5. 



Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass die viralen Hauterkrankungen und/oder Tumorerkrankungen 
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hervorgerufen werden durch mindestens einen Papilloma Virus, 
insbesondere durch mindestens einen Humanen Papilloma Virus wie zum 
Beispiel HPV 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 31, 32, 34, 36, 37, 38, 46, 47, 48, 49, 50, 56, 
5 58, durch mindestens einen Herpes Virus, wie zum Beispiel Herpes Simplex 

Virus 1, Herpes Simplex Virus 2, Varicella Zoster Virus oder Humanes 
Herpes Virus 1, 2, 3, 4, 7, 8. 

6. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
10 dass die viralen Hauterkrankungen Warzen, Genitalwarzen, durch 

Papillomaviren verursachte benigne Tumore der Haut oder Schleimhaut, 
z.B. Verrucae plantares, Verrucae vulgares, Verrucae planae jeveniles, 
Epidermodysplasia verruciforis, Condylomata acuminata, Condylomata 
plana, bowenoide Papulose, Papillome an Larynx oder Mundschleimhaut, 
15 fokale epitheliale Hyperplasie, Lippenherpes, Kaposi-Sarcom, Windpocken 

und/oder Giirtelrose sind. 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Tumorerkrankungen Bowen-Krankheit, Penis-, Anal- und 

20 Vulvakarzinom, Zervixkarzinom, Larynxkarzinom und/oder 

Zungenkarzinom sind. 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass die mykotischen Hauterkrankungen Dermatomykosen, 

25 Chromoblastomykose, Sporothrix-Mykose, Eumyzetom oder 

Systemmykosen sind. 
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9. Verfahren zur Herstellung eines topikal wirkenden Arzneimittels, dadurch 
gekennzeichnet, dass mindestens ein Cytokin und/oder Chemokin mit 
mindestens einem Hilfsstoff, insbesondere mit humanem Serumalbumin, 
CpG oder oxidiertem Glutathion, in Kontakt gebracht wird. 

5 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass das Cytokin 
und/oder Chemokin gentechnisch hergestellt wird. 

11. Topikal wirkende Arzneimittelformulierung enthaltend mindestens ein 
10 Cytokin und/oder ein Chemokin sowie Cetylstearylalkohol, Vaseline und 

Wollwachsalkohol oder Parafinol. 



12. Behandlungskit enthaltend eine Formulierung gemaB Anspruch 11 sowie 
ein Occlusionsmittel. 



15 



13. 



Behandlungskit nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Occlusionsmittel ein Pflaster oder ein Spriihverband ist. 
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